







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
論文審査委員
おお ふち え り











































論 文 内 容 要 旨
第 一 章 序 論
近年 、種 々の生物のゲ ノム配列 が明 らかになるにつれ 、遺伝子発現、DNA複 製、染
色体分配 といったゲノム機能 が、生体内で どの よ うに制御 され てい るかにつ いて関心が
高まって いる。真核生物 において、細胞核内に クロマチン として収納 され たゲ ノムDNA
は核 内に均一 に分散 してはお らず 、多様 なゲノム機能 に対応 した構造体(ク ロマチ ン機
能 ドメイ ン)を 形成 して存在 している。さらに、これ らのゲ ノム機能は ク ロマチ ンの核
内配置 に よって も制御 されてお り、例 えば、遺伝 子の発現が抑制 された領 域で あるヘテ
ロクロマ チンは核 の裏打ち構造 を形成す る核 ラ ミナ に結合 し、核膜周辺でサイ レン トド
メイン を形成 してい る。また、核 内 には転写や複製が行われ るファク トリー と呼ばれ る
領域 が存 在す る ことも知 られてい る。したがってク ロマチ ンや核の分 子構 築 ・動態 を明
らかにす る ことは、ゲノム機能解 明の上で極 めて重要であ る。我 々はアクチ ン関連 タン
パ ク質(actin-relatedprotein;Arp)がク ロマチ ンや核 の分子構 築に関与す る と考 え、解析
を行 ってい る。
現在Arpの解析が最 も進んでい る出芽酵母 においては、10種類 のA叩 が同定 されて
い る。これ らはアクチンとの相 同性 が高 い順 にArpl-10に分類 されてい るρ我々の研究
グルー プに よってArp4-9が細胞核 内に局在す るこ とが明 らか にされ 、最近 では これ ら
の多 くが ク ロマチン構造変換 に関す る複合体 に含 まれ ることが示 されて いる。一方で こ
れ らの核 内Arpはクロマチ ン構 造変換複合体 と してのみ存在す るのではな く、核構造形
成や核 の機能 に も関わ ることも示 され てい る。
出芽 酵母Arp6のオル ソログは最初 にシ ョウジ ョウバエで報告 された。 我 々の研 究 グ
ルー プで は ヒ ト、お よびニワ トリで新規 のA叩 を見 出 し、 これがArp6のオル ソログで
あ るこ とを明 らかに し、解析 を進 めてい る。 ヒ ト、ニワ トリArp6のヒ ト β一actinとの
ア ミノ酸 レベル の同一性は ともに30%で あ り、他 のArpと同様 にactinにはない特異的
な挿入配列 を有 している。ヒ ト、ニワ トリArp6の発現パ ター ンには組織特異性 はな く、
ユ ビキ タスに発現す ることが示 され てい る。また、ニ ワ トリgArp6は初期胚のヘテ ロク
ロマチ ン形成 が完了す るまでのステー ジで発現量が特に高い ことを見出 してい る。
本研 究 ではArp6のク ロマチ ン構 造形成 を介 したゲ ノム機 能 の制御や 、細胞核 の構
築 ・動 態への関与を分子 レベルで解 析す ることを 目的 とした。
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第 二 章A叩6の 細 胞 内 局在 の解 析
ヒ トMrp6は当研 究室で見いだ され たArpであるが、そ の機 能 につ いてはまだほ とん
ど明 らかに されていな い。そ こで、 まず ヒ トhArp6が酵 母や シ ョウジ ョウバエ のArp6
と同様 に細胞核 に局在す るか ど うか を解析 した。FLAGタグ を付加 したhArp6をHeLa
細胞 内で発現 させ、間接蛍光抗 体法に よ りその細胞 内局在 を調 べた ところ、hArp6は間
期 には核小体 を除 く核 全体に存在 し、分裂期 においては染色体 上を含 む細胞全体 に存在
す るこ とが示 された(Figl)。この結果 か ら、細胞核へ の局在 はArp6サブ ファ ミリー に
進 化的に共通 に保存 され ている性質 であることが明 らかにな った。
第 三 章Arp6の タ ンパ ク質 間相 互 作 用 の解析
シ ョウジ ョウバエ のdArp6が初;期胚や培養細胞の核 に存在 してお り、特 にヘテ ロクロ
マチ ン形成 に関与す る代表 的なタ ンパ ク質であるheterochoromatinproteinl(HPI)とセ
ン トロメア近傍のヘテ ロクロマチ ン領域 に共局在す るこ とが観 察 され ている。
Arp6、HPIともに生物種 間の ア ミノ酸配列の保存性 が高い こ とか ら、ヒ トにおいて も
hArp6とHP1が相互作用す る可能性 を考 え、two-hybdd法に よる解析 を行 った。HPIオ
ル ソログ と して ヒ トで はHP1α,β,Yの3種類 のアイ ソフォー ムが同定 されて いるが、
HPIαにのみhAlp6との結合が認 め られ た(Fig.2A)。また、 この相互作用 は大腸菌発現
タンパ ク質 を用 いたpulldownassayによって も確認 され た(Fig。2B)。出芽 酵母 、お よび
分裂酵母のArp6がテ ロメアヘ テ ロクロマチンの形成 に関与 す る ことが我 々の研究 グル
ープな どで報 告 され てお り、核へ の局在 だけでな く、ヘテ ロクロマ チ ン形成 への関与 も
進 化的に保存 されているArp6の特性 であ ることが明 らか にな った。
第 四 章 ・誘 導 型g4RP6欠 損 細 胞 の 作 製 とg4RP6欠 損 の 染 色 体 分 配 へ の 影 響
脊 椎 動 物Arp6の 機 能 を さ らに解 析 す るた め、 ニ ワ トリDT40細 胞 を用 い て 、gARP6
を欠 損 した細 胞 の作 製 を試 み た。作 製 の 過 程 で 、gARP6欠損 細 胞 は致 死 で あ る可能 性 が
示 され た の で 、培 地 へ のテ トラサ イ ク リンの添 加 に よ って トラ ン ス ジー ン の発 現 を遮 断
す るこ とに よ り、gARP6欠損 を誘 導 で き る細 胞株 を 作 製 した(Fig.3)。
gAlp6ゲ ノ ム 構 造 の 情 報 を デ ー タ ベ ー ス(EmsemblChickenGenomeServer
http・1/wwwensemblorg/Gallusgallus)検索 に よ り得 た 。gArp6全長 をプ ロー ブ と したニ ワ
トリゲ ノム ライ ブ ラ リー(LamdaFIXIILibrary(Stratagene))のス ク リー ニ ン グ に よ り、 全
て のエ キ ソン を含 むgArp6ゲノム断 片 を単離 した。 これ を 基 に 、第6か ら第11エ キ ソ
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ンをターゲテ ィングす るベ クター を構築 した(Fig4)。ターゲ ッ トベ クター(His)を制限
酵 素処理 に よって直鎖 に し、ニ ワ トリDT40細胞株 に対 してエ レク トロポ レー シ ョンに
よ り導入 した。その後薬剤H量stidinol耐性細胞 ク ローンを選択 し、調 製 したゲノムDNA
のサザ ンプ ロ ッ ト解析 に よ り正 しく相同組換 えを起 こ した細胞 ク ロー ンを同定 した。続
いて トランス ジー ン発現用 のベ クターにgArp6cDNA全長 を組み込んだ コンス トラク
トをこの細胞 ク ロー ンに導入 し、サザ ンプ ロ ッ トによ りgA叩6cDNAが1コピー導入 さ
れ た細胞 クロー ンを選別 した。 さらに ターゲ ッ トベ クター(Puro)を導入 し、も う一方
のalleleが相同組換 えを起 こ した細胞 クロー ンをサザ ンプ ロッ ト法 にょ り同定 した(Fig.
5)0
テ トラサイ ク リン添加 に よってg《RP6遺伝 子 の転写産物が完全 に消滅す ることをノ
ー ザンプロ ッ トで確認 した(Fig.6)。また 、ウェスタ ンブロ ッ トによってgArp6の存在 を
確認 した ところ、大部 分のgArp6が誘導後24時 間 までに急激 に消滅 し、96時間後には
完 全に消滅 した(Fig.7A)。誘 導後24時 間 ごとに生細胞数 を数 え、増殖 を調べ た ところ、
gArp6の消滅 に ともなって増殖 が停止 した(Fig.7B)。この ことか らgArp6が細胞増殖 に
必須である ことが示 された。
先 にArp6と相互作用す る ことを示 したHPIは 、分裂期 にはセ ン トロメア近傍 のヘテ
ロクロマチ ン形 成を介 して染色体分配 に も関与す る。 そ こでgARP6欠損 の染色体分配
への影響 を解析 す るため、欠損誘導4日 後 の細胞 を抗α一tubulin抗体 を用 いて免疫染色 し
た。その結果 、分裂期 中期 において染色体 の分配異 常が観察 された(Fig、8)。この結果
はArp6がHP1との相 互作用 を介 して染色体 分配 に関与す ることを示 してお り、脊椎 動
物 のアクチ ンフ ァミリー が染色体 分配に関与す る ことを示 したは じめての例 である。
第 五 章 細 胞 周 期 間 期核 にお け るArp6の染 色 体核 内配 置 へ の 関与
分裂期 にはそれぞれ の染色体 は凝縮 して光学 顕微鏡で観 察 され る棒状の構造 を形成
す るが、間期 には分散 した染色体 が核内 に納 め られている。しか し間期核内でそれ ぞれ
の染色体が 占め る空 間はオーバー ラ ップせず 、あ る秩序 を もって存在 してお り、この現
象 はnuclearcomp飢mentalizationと呼ばれ る。 この間期核 にお ける染 色体配置 は遺伝子
発現や細胞 の分化 に関与す る ことが示 されてい る。このメカニズムは明 らかにされてい
ないが、核の骨格構造 とされ る核 マ トリクスが この現象 に関与す る と考 え られてい る。
細胞質に存在 す るア クチ ンやA叩 が細胞骨格 に関連 した機能 を有す るこ とか ら、核 に局
在 す るArpの核 マ トリクス との関連性 が推 察 され ている。そ こで、A叩6と核 マ トリク
ス との相互作用 につ いて解析 を行 った。ニ ワ トリDT40細胞 を界面活性剤 、DNaseI処
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理な どに よ り細胞質 、ク ロマチ ン、核 マ トリクスに分画 し、抗gArp6抗体 を用いて ウェ
ス タンブ ロッ トを行 った。その結果 、gArp6はクロマチン画分 に加 えて核マ トリクス画
分 に含 まれ る ことが示 され た(Fig9)。
出芽 酵母 にお いて、ARP6欠損 によ りテ ロメアの間期の核 内での配置が異常になるこ
とが共 同研 究者 の島 田博 士 らに よ り明 らか に されてい る(未 発表)。そ こで脊椎動物 に
お いて もArp6が染色体 の核 内配置の決定 に関与 している可能憐 を考えた。 ヒ トや ニ ワ
トリな どの高等真核 生物 では大型 の染色体(macrochromosome:一般 に遺伝 子密度低
い)は核 の周辺 に存在 し小型 の染色体(microchromosome:一般 に遺伝子密度 高い)は核 の
内側 に位置す る傾 向があ り、また、大き さがほぼ等 しい染色体で は遺伝子密 度が高い染
色体 が核 の中心 に近 い場所 に局在す る こ とが示 されてお り、核 の 中心部では相対的に遺
伝子発 現が活性化 され ている。macrochromosome(1番一8番染色体、Z染 色 体)とmicro
chromosomeを識別 でき るプ ローブを用いた3D-FISH法に よ り、間期核 内におけるこれ
らの染色 体の配置を比較 した。その結果 、gA叩6欠損誘導4日 後 では60%、5日後 には
90%の細胞 で、染色 体の核内配置が ランダムになる とい う異 常が観 察 され た(Fig.10)。
この結 果か ら、gArp6が核 マ トリクスの構 造や機 能制御 を介 して染色体核 内配置に関与
してい るこ とが示 され た。染色体配置へ の直接的 な関与が示 され たのはgArp6が初 めて
の例 であ る。
第 六 章 マ イ ク ロア レイ に よ るA叩6欠 損 に伴 う遺 伝子 発 現 変 化 の解析
gArp6欠損誘導後0、2、4、6日後 の細胞 か らmRNAを抽 出 ・精製 し、マイ クロア レ
イ解析 によ りArp6によ り発現 が制御 されてい る遺伝子を調べ た。 ア レイ に使用 した全
プ ローブセ ッ トの うち、AR、P6欠損 に よ り発現が増加 した遺伝子 が22%、減少 した遺伝
子 が20%あ った こ とか ら、AIP6が910balな遺伝 子発現の制御 に関与す るこ とが示 され
た(Fig.11)。出芽酵 母 にお いてArp6がswR1クロマチン リモデ リング複 合体 の構成 因
子で あ り、SWR1の 機 能制御 を介 して多 くの遺伝子発現 に関与す るこ とが示 され てい
る。 出芽酵母Arp6と同様 に、 ヒ トにおいて もhA叩6がヒ トSWRIcomplexに含まれ る
こ とが報告 され てい る。 ヒ トSWR1複 合体が 出芽酵母 と同様 に遺伝子 の転 写制御 を行
ってい るか どうか につ いては全 くわかってい なか ったが、本実験 でArp6がこれだ け多
くの遺伝 子発 現 に関与す る ことは、Arp6を含むSWR1複 合体 が遺伝子発現制御 に広 く
関与 してい ることを強 く示唆 している。
一 方 、Arp6の欠 損 に よ って 間期 核 の 染色 体 配置 が異 常 に な る こ とか ら、macro
chromosome上の遺伝 子か 、microchromosome上の遺伝子か とい う点に注 目 して発現変
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化 を解 析 した。解析 されたmiCrOCkrOmOSOme上の遺伝子総数 と、maCrOChrOmOSOme上
の遺伝 子総数 の割合 はそれぞれ52%,37%であるが、発現 の増加 が 見 られ た遺伝子群 で
は、microchromosome上の遺伝子 の割合 が29%に 低下 していた(Table1)。この結果は
macrochromosomeが遺伝子発現 の活性 の低い核 周辺部か ら核 中心部 に移動す ることで、
遺伝子 発現 の上昇が誘導 され た可能性 を示唆 している。ク ロマチ ン リモデ リング複合体
の作用 は染色体 の大 き さに よ り効果に差 はない と考 え られ ることか ら、Arp6は染色体
の核 内配 置 の制御 を介 す る ことによって も遺伝 子発現 に影 響 を与 えてい る可能性 があ
る。
さらに、Arp6がHPIとともにヘテ ロクロマ チン形成 に関与 してい ると考 え られ るこ
とか ら、W性 染色体 上の遺伝 子 にっいて発現 の変化 を調べ た。 ニ ワ トリW染 色体はほ
ぼ全域 でヘ テ ロクロマチ ン構造 を形成 してお り、その結果、体細胞ではW染 色体上の
遺伝子 発現 は一般に抑制 されて いる。ARP6欠損 に よ りア レイで解析 可能 であった8例
中3例 の遺伝子 で顕著 な発 現:量の増加 が観 察 され た(Fig.12)。通 常W染 色体上 のヘテ ロ
クロマ チ ンに よ り不活性化 されていた遺伝 子が 、ハRP6欠損 に よるヘ テ ロク ロマチ ン形
成 の低 下に よ り、発現が誘導 され たこ とを示唆 している。
第 七 章 総 合 考 察
Arpは種 間でのア ミノ酸配 列の相 同性 が非常 に高 く、各 サブ ファ ミリーで共通 の機 能
を もつ と予測 されてい る。本研 究 によってArp6サブファ ミリー の核へ の局在 とHP1と
の相 互 作用 を介 したヘ テ ロク ロマチ ン形成 とい った特性 が シ ョウジ ョウバ エか らヒ ト
に至 るまで進化的に保 存 され ているこ とを明 らか に した。一方Arp6は出芽酵母におい
て もテ ロメアヘテ ロクロマチ ンの構築に関わ るが、HP1オル ソログは出芽酵母には存在
しな い。 しか し、出芽酵母Arp6はテ ロメアを核膜 近傍 に ターゲ ッ トす る活性 を有 して
い るこ とか ら、 この よ うな核 内配置 を介 してA甲6が ヘ テ ロクロマチ ン形成 に関与 して
い る可能性 が考 えられ る。
本研 究 でgArp6が核マ トリクス と相互作用す るこ と、また、ARP6の欠損 によ り間期
核 内の 染色体 の核 内配置 が異常 にな るこ とを明 らか に した。ほ乳類 の間期核 内の染色体
構 造に つい ては、個 々の染色体 は異なる領域 を 占め、オーバー ラップ は しない とい う現
象 はnuclearcomp飢mentalizadonと呼ばれ る。 しか しなが ら、ほ乳類 の間期 の染色体配
置 を決 めてい る因子 について はほ とん どわかってお らず 、染色体 の核 内配置が変化す る
よ うなmutadonもこれ まで報 告 されていない。本研 究 によってArp6を初 めての例 と し
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て示す こ とができた。今 後、脊椎 動物の間期核 内染色体 の配置 を決定す る機 構 の解 明に
ARP6欠損株 がひ じょ うに有効 なツール になる と予想 され る。
ARP6欠損 によ り多 くの遺伝子 の発 現が変化 しているこ とがマイ クロア レイ解析 によ
り示 され た。 この遺伝子発現 の変化 にArp6はい くつかの異な った機構 に関与 して いる
ことが予想 された。す なわ ち①SWR1複合体 の構成因子 として局所 的なク ロマ チン構造
の変換 を介 して ②HP1と共 にヘ テ ロクロマチ ンの形成 を介 して ③核 内 の染色 体配
置 を介 して、 といった3つ の機構 である。 このよ うなArp6の核 内での多様 な機 能は、
ア クチンが細胞質 において多様 な機 能 を有す ることに何 らかの関連が あるか も しれな
い。 また、 これ らのArp6の機 能 の 中で も、発 現の上昇が見 られ た遺伝 子群 でmicro
chromosome上の遺伝 子の割合 が変化 していた ことは興味深 い。今後、発 現量 に変 化の
見 られた遺伝 子に対す る3D-FISHを行 うことで、染色体の核内配置が遺伝 子 の転 写に
影響 を与 える ことを示す、 直接的 な証拠 を得 られ るか もしれ ない。
染色体分配 の異常や、染色 体核 内配置 の異常がガ ン細胞 で観 察 されてお り、ゲ ノム機
能 と疾病 との 関連が指摘 され てい る。また、シ ョウジ ョウバエ を用 いて発生 の初期過程
で、核周 辺部 と内部に存在す るゲ ノム領域 がダイナ ミックに変化す るこ とが観 察 されて
い る。 したが って、今後Arp6の機能 を解析 す るこ とは、ゲ ノム機能の制御 メカニズ ム
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Fig.13:今回の研究 で示 され たArp6の機能
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論 文 審 査 結 果 要 旨
真核 生物細胞 の核 内にク ロマチ ンとして収納 され たゲ ノムDNAは,多 彩 なゲ ノム機能 に対 応 しク
ロマチ ン機 能 ドメイ ンを構成 してい る。大淵恵理 の本博 士論文で は,ク ロマチ ン ・核 の分子構 築 と動
態 を明 らか に し,ゲ ノム機能 を解 明す る為,ク ロマ チ ンや核 の分子構築へ の関与 が強 く予想 され るア
クチ ン関連 蛋 白(Ac丘n-relatedprotein;Arp)のうちArp6に関 し,ク ロマチ ン構造 形成 を介 したゲ ノ
ム機能 の制御,細 胞核 の構築 ・動態へ の本 分子 の関与 を分子 レベル で解 析 した。FLAGタグに よる間
接蛍 光抗体 法 によ り出芽酵 母Alp6のオル ソログ として見 いだ.され た ヒ トArp6(hArp6)の細胞 内局
在 を解析 し,こ れが間期 には核小体以外 の核 全体 に局在 し,分 裂期 には染色体上 を含 む細胞全体 に分
布す る事 を見いだ した。 この細胞 内分布 の特性 はArp6サブファ ミリー の共通の性 質 と考 え られ た。次
にヘテ ロク ロマチ ン形成 に関与す る代表的 タ ンパ ク質 であるheterochromadnprotein1(HP1)とhAlp6
の相互作用 を,両蛋 白のセ ン トロメア近傍ヘテ ロクロマチ ン領域で の共局在 か ら推定 し,解析 を進 めた。
Two-hybrid法と大腸 菌発現 蛋 白に よるpulldownassayによ りヒ トHp1αとArp6の結 合 を示 し,AΦ6
がヘテ ロク ロマチ ン形成 へ 関与す るこ とを明 らかに した。次 に,エ ワ トリArp6遺伝 子(gARP6)を
欠 損 したニ ワ トリDT40細胞 を作成 して脊椎動物細胞 内でのArp6の機能 を明 らか にす る事 を試みた。
全 て のエキ ソンを含むgARP6ゲノムはデー タベ ース とニ ワ トリゲ ノム ライ ブ ラ リー のス ク リー ニ ン
グによ り取得 した。 これ よ りター ゲ ッ トベ クター を作 成 し,DT40細胞株 に導入,相 同組 み替 えに よ
りgARP6(ρ片側 ア リル を欠損 した細胞株 を取得 し,別 の薬剤 選択 マーカで再度 ター ゲ ッ トベ クター
を導入 し,gARP6両ア リル の欠 失 した細胞株 を得 た。作 成 の過 程でgARP6欠損 が致死 とな る可能性
が示 され,培 地へ のテ トラサイ ク リン(Tc)添加 によ りgARP6トランス ジー ンの発 現 を遮 断で きる
系 を併用 し,gARP6欠損 を誘導で きる細胞株 を樹立 した。 この細胞株 では,Tc添加 に よるgARP6ト
ランス ジー ンの発 現停 止誘導後24時 間で細胞 内のgARP6がほぼ,ま た96時 間で完全 に消失 した。
細 胞 内gARP6の消失 に伴い細胞 の増殖 も停止 した。 この過程 で,分 裂 中期 に於 け る染色体 の分配異
常 が観察 され,Arp6がHPIとの相互作 用 を介 して染色体 分配 に関与す るこ とを示 した。 これ は脊 椎
動 物 のアクチ ンフ ァ ミリー が染 色体分配 に関与す る こ とを示 した初 めての例 で ある。 次にAΦ6と 核
マ トリクスの相 互作用 について解析 し,gArp6が核 マ トリクス画分 に も含 まれ るこ とを示 した。 また,
このgARP6欠損DT40細胞 を用い,通 常遺伝 子密度 に応 じた秩序 を見せ る染色体 の核 内配置 が,ラ ン
ダム になる ことを見いだ し,gArp6が核 マ トリクスの構 造や機能制御 を介 して染色体 の核 内配置に関
与 してい る こ とを初 めて示 した。 さらに,gARP6欠損細胞 に 由来す るmRNAの マイ ク ロア レイ解 析
をお こない,全 遺伝 子 の22%の発現 上昇,20%の発 現減少 を見い だ した。 この結果 はArp6がglobal
な遺伝 子発現 の制御 に関与す るこ とを示 した。染色体 分配の異常や染色体核 内配置 の異常はガ ン細胞
な どで観 察 されてお り,また発生の初期 過程でのゲ ノム領域のダイナ ミックな変化 も報 告 され ている。
染 色体 の分配やそ の核 内配置 に関与す る 角p6の機能解 析 は,今 後 ゲ ノム機能 の制御 メカニズム,疾
病や発 生機構 の解明等 にもつなが るもの と予想 され る,と 総括 した。
この博士論文 の内容 は本 農学研究科 の基準 に照 らして十分 に学位取得 に値す る もの と判 断 され,審
査員 一同 よ り候 補者は課程博 士学位 授与に充分な資格 を有す るもの との高い評価 を受けた。
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